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摘要 : piggyBac 转 座 子 是 DNA 型 转 座 子 , 广泛 分 布 于 生物 体内 。 基 于 piggyBac 转 座 子 超 家 族 成 员 IFP2 开发 的 转 
基因 工具 载体 是 目前 转基因 人 研究 中 使 用 最 广泛 的 载体 之 一 , 因此 piggyBac 转 座 子 的 研究 受到 广泛 的 关注 和 重视 。 
本 文 是 对 二 化 旺 Chilo suppressalis 内 源 性 piggyBac RER IE T ( piggyBac-like element, CsuPLE) 的 首次 报道 。 克 隆 的 
CsuPLE ( GenBank 35: JX392388 ) 全 长 2 537 bp, 包含 一 个 长 1 914 bp 的 完整 开放 阅读 框 (open reading frame, 


ORF), WE 637 个 氨基 酸 残 基 的 转 座 酶 , 转 座 酶 中 含有 piggyBac 家 族 保守 的 "DDD-domain”。CsuPLE 全 长 序列 
具有 完全 对 称 的 13 bp 反 辐 末端 重复 序列 (inverted terminal repeats, ITRs) 以 及 非 完全 对 称 的 21 bp 内 部 重复 序列 
(internal repeats, IRs) , 在 二 化 蜡 基 因 组 上 插 人 在 特征 性 的 “TTAA” 靶 位 点 重复 (target site duplication, TSD) 4h, FE 
我 国 地 理 跨度 很 大 的 不 同 二 化 量 种 群 中 均 存在 结构 完整 的 CsuPLE 序列 。 本 研究 结果 为 深入 研究 piggyBac RET 
的 结构 与 功能 的 关系 提供 了 新 的 素材 , 也 为 评价 利用 转 座 子 载体 系统 在 二 化 蜡 体 内 进行 转基因 操作 的 可 行 性 和 安 
全 性 提供 了 重要 的 理论 基础 。 
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Molecular cloning and analysis of piggyBac-like transposon in Chilo 
suppressalis ( Lepidoptera. Pyralidae) 
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Abstract: piggyBac is a DNA transposon widespread in many organisms. /FP2 is the first piggyBac 
element found and has been developed as a gene vector most widely used in transgenesis of insects and 
mammals. Therefore, the study of piggyBac transposons in various organisms has attracted extensive 
interests and attention. CsuPLE, a novel member of piggyBac transposons, was cloned from Chilo 
suppressalis in this study with the GenBank accession no. JX392388. The sequence is 2 537 bp in length 
and contains a single open reading frame ( ORF) of 1 914 bp encoding a transposase of 637 amino acids. 
Within the transposase, there is a conserved DDD-domain. The full-length sequence of CsuPLE contains 
a pair of perfectly symmetrical 13 bp inverted terminal repeats (ITRs) and a pair of non-completely 
symmetric 21 bp internal repeats (IRs). CsuPLE sequence is integrated in the “TTAA” target site 
duplication ( TSD) of the genome. CsuPLE with similar structure was found in different geographic 
populations of C. suppressalis from China. This study not only provides insight into the relationship 
between structure and function of the piggyBac transposon but also sets up a theoretical basis for 
utilization of the CswPLE transposon in transgenic research in C. suppressalıs. 
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EE JAR ( transposon ) BY 4% AE JE (4 ( transposable 
elements, TEs) 是 一 种 能 目 主 移动 的 可 遗传 的 DNA 
重复 序列 。 转 座 子 广泛 分 布 于 各 种 生物 基因 组 中 ， 
Tr gg m Drosophila melanogaster 的 基因 组 中 约 有 
22% 的 序列 是 转 座 子 序列 (Kapitonov and Jurka, 
2003) , ZEN Homo sapiens 的 基因 组 中 转 座 子 序列 
约 占 到 46% (Lander et al., 2001) ,而 在 玉米 Zea 
mays 基因 组 中 转 座 子 序 列 则 达到 8596 ( Baucom et 
al., 2009; Schnable et al., 2009) 。 转 座 子 可 以 影 啊 
得主 基因 组 的 大 小 和 结构 , 丰富 笨 主 基因 组 的 遗传 
SHE, 在 宿主 的 进化 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 
(Kidwell and Lisch, 2000; Kazazian, 2004), 。 转 座 
子 按照 其 转 座机 制 和 序列 特征 可 以 分 为 两 大 类 。 第 
一 类 (Class I ) 是 RNA 介 导 的 转 座 子 , 称 之 为 RNA 
型 转 座 子 或 反 转 录 转 座 子 , 通过 “复制 -粘贴 ”(copy 
and paste) 机 制 进行 转 座 ; 第 二 类 (Class II ) 4 DNA 
介 导 的 转 座 子 , 称 之 为 DNA 型 转 座 子 , 通过 “前 切 - 
FENG” (cut and paste) 机 制 进行 转 座 (Fnnegan， 
1997) , 

由 于 转 座 子 可 以 在 基因 组 中 移动 , 现代 分 子 生 
物 学 利用 这 一 特性 , 将 转 座 子 开 发 成 为 转基因 载 
体 , 成 为 重要 的 遗传 学 研究 工具 。 目 前 , 已 有 多 种 
不 同类 型 的 转 座 子 被 开发 为 转基因 工具 载体 , 不 仅 
用 于 动 植物 外 源 基因 的 转化 , 同时 也 补 Q 用 来 插入 突 
变 原 和 基因 标签 , 在 动 植物 的 基因 分 离 和 基因 功能 
的 研究 中 发 挥 着 重要 作用 (Horm et al., 2003; 
Häcker et al., 2003; Uchino et al., 2008; Schnütgen 
et al., 2008) 。 近 年 来 ， 随 看 基因 工程 和 功能 基因 
组 学 的 发 展 , 转 座 子 研究 已 经 成 为 生命 科学 研究 的 
热点 之 一 。 

基于 piggyBac 转 座 子 开 发 的 转基因 工具 载体 
是 目前 转基因 研究 中 使 用 最 广泛 的 载体 之 一 
( Handler, 2002; Ding et al., 2005; Lorenzen et al., 
2007; Uchino et al., 2008), #—~* piggyBac 转 座 
子 是 在 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni 细胞 系 TN368 的 首 
蒂 银 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 ( Autographa californica 
multiple nucleopolyhedrovirus, AcMNPV ) 中 发 现 的 ， 
命名 为 IFP2( Fraser et al., 1983), piggyBac 转 座 子 
是 DNA 型 转 座 子 中 多 个 超 家 族 的 一 类 , 在 不 同 生 
物体 内 可 有 多 种 不 同 的 序列 拷贝 , 但 它们 的 共同 特 
征 是 均 插 入 在 “TTAA” 靶 位 点 重复 (target site 
duplication, TSD) 4h, 具有 12 - 19 bp AR [n] Z& ir Ei 
^i FF yi] (inverted terminal repeats, ITRs) ， 很 多 类 型 
的 拷贝 还 具有 内 部 重复 序列 (internal repeats, IRs) 


(Handler, 2002; Feschotte and Pritham，2007 ) 。 尽 
E piggyBac 转 座 子 广泛 存在 于 各 种 生物 体内 ,但 目 
前 仅 有 少数 几 个 piggyBac 类 转 座 子 被 证 实 具 有 天 
然 转 座 活性 (Hikosaka et al., 2007; Sun et al., 2008; 
Wu et al., 2008; Luo et al., 2011) 。 如 果 能 发 掘 出 
更 多 具有 活性 的 piggyBac KRET, SUR BV e 
出 不 同 的 转基因 系统 , 也 有 利于 弄 清 转 座 子 的 结构 
与 功能 关系 , 并 通过 基因 工程 构建 高 效 转 座 系 统 ， 
提高 转基因 系统 的 工作 效率 。 

此 外 , 由 于 piggyBac 类 转 座 子 广泛 存在 于 不 同 
生物 体内 ， 当 利用 piggyBac 转 座 子 开发 的 工具 载体 
进行 生物 转化 时 , 宿主 体内 的 内 源 性 piggyBac 类 转 
座 子 是 否 会 干扰 转基因 操作 , 甚至 影响 转 人 基因 的 
稳定 性 ， 导 致 目标 基因 出 现 物种 间 转 移 , 这 些 问题 
需要 利用 不 同 的 活性 piggyBac 类 转 座 于 进行 更 三 
泛 而 深入 的 研究 。 

由 此 可 见 , 具 活 性 的 pigeyBac 类 转 座 子 , 不 仅 
是 深入 人 研究 piggyBac 类 转 座 子 的 系统 进化 、 结 构 与 
功能 等 理论 所 必要 的 , 同时 也 是 piggyBac 类 转 座 子 
的 转基因 应 用 开发 的 前 提 。 因 此 寻找 到 更 多 的 具有 
天 然 活性 的 piggyBac 类 转 座 子 进行 相关 人 研究 ,可 以 
为 后 续 的 研究 和 应 用 葛 定 基础 。 本 研究 以 鳞 翅 目 昆 
th {hi Chilo suppressalis (Walker 作为 研究 材料 , 
探索 其 体内 是 否 存 在 天 然 活性 的 piggyBac 类 转 座 
T, 为 研究 piggyBac 类 转 座 子 结构 与 功能 的 关系 提 
供 素 材 , 也 为 利用 转 座 子 载体 系统 在 二 化 坚 体 内 进 
行 转基因 研究 的 可 行 性 和 安全 性 提供 理论 基础 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 不 同 地 区 二 化 旦 种 群 的 采集 

在 我 国 的 主要 水 称 生 产 区 选择 了 10 个 有 代表 
性 的 点 采集 二 化 坚 幼 虫 样本 , 这 10 个 采集 点 分 别 
是 吉林 长 春 、 江 苏 仪征 、 安 徽 桐城 、 浙 江 鄞县 、 湖 
AGIAN. PON EBA. ARS BBR. TE. Ye 
县 和 广东 广 宁 。 和 采集 的 幼虫 经 饥 雏 处 理 后 浸泡 于 无 
水 乙醇 中 , 置 于 -80% 冰箱 冻 存 备用 。 
1.2 基因 组 DNA (gDNA ) 的 提取 

利用 Axygen 公司 的 基因 组 提取 试剂 盒 ( Axygen 
生物 技术 有 限 公 司 , 杭州 ) 提取 二 化 旦 的 gDNA。 提 
取 gDNA 时 ,， 取 单 头 二 化 蜡 ,， 用 吸水 纸 将 虫 体 表 面 
的 乙醇 吸 干 后 用 液 拓 速冻 虫 体 ， 再 用 研磨 棒 人 研磨 至 
MAR, 之 后 按照 基因 组 提取 试剂 盒 的 使 用 说 明 书 
进行 操作 , 提取 的 gDNA 作为 模板 进行 PCR, 或 于 
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- 20°C 冰箱 保存 备用 。 
1.3 RE PCR 模板 的 制备 

PEEPI gDNA, 利用 限制 性 核酸 内 切 
酶 Pst I (Fermentas 公司 ) 进行 酶 切 ， 酶 切 体系 参照 
使 用 说 明 书 操作 。 酶 切 后 的 gDNA 产物 参照 《分 子 
克隆 实验 指南 》( 第 3 版 ) 中 的 ”乙醇 沉 深 法 ”进行 纯 
化 。 纯 化 后 的 gDNA 利用 T4 DNA 连接 酶 (Promega 
公司 ) 进行 连接 环 化 反应 , 连接 反应 体系 参照 说 明 书 
进行 。 连 接 环 化 后 的 gDNA 即 为 反 向 PCR (inverse 
PCR, I-PCR) 的 模板 , 于 -20% 冰箱 保存 备用 。 
1.4 二 化 晶体 内 piggyBac 类 转 座 子 完整 序列 的 
克隆 

根据 本 实验 室 建 立 的 二 化 蜡 转 录 组 数据 库 中 的 
一 条 piggyBac 类 转 座 子 序列 片段 ， 设 计 反 回 PCR 
引物 。 共 设计 两 对 引物 ， 进 行 梨 式 PCR, Je In] PCR 
第 一 轮 扩 增 的 引物 序列 为 : IPS1: 5’-TGCCCAACAA 
GCCCCATAA-3’, IPA1. 5'-ATGTCACCTGCTTCCAA 
TCTTAG-3'; 第 二 轮 扩 增 的 引物 序列 为 : IPS2: 5’- 
TGATCGTCTTTCAACTGAGCCA-3' , IPA2: 5'-ACAC 
ACCAATTATCATGCCGT-3', 

利用 TaKaRa 公司 的 LA Tag 酶 进行 扩 增 ， 根 据 
说 明 书 配制 PCR 的 反应 体系 , 使 用 25 uL 的 反应 体 
系 。 第 一 轮 反 加 PCR 的 扩 增 以 连接 环 化 的 gDNA 
为 模板 ,所 用 引物 为 IPSI 和 IPA1, 反应 条 件 为 : 
95*C 预 变 性 3 min; 94°C 变性 30 s, 退火 30 s, 72% 
延伸 4 min, 其 中 退火 温度 从 65*C EE 28 55C, 每 一 
个 循环 降 1%C ; 再 94% 变性 30 s, 55°C 退火 30 s, 
72°C 延伸 4 min, 进行 20 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 10 
min。 将 第 一 轮 反 加 PCR 的 产物 稀释 50 倍 后 作为 
第 二 轮 反 回 PCR 的 模板 。 第 二 轮 反 问 PCR 的 引物 
为 IPS2 和 IPA2, 反应 条 件 与 第 一 轮 PCR 相同 。 

GF) PCR 的 产物 用 1.5% DRAB PERSE DC 
进行 电泳 检测 , 省 化 乙 锭 (EB) 梁 色 后 将 潜在 的 目 
标 条 带 切 割 下 来 ,利用 琼脂 糖 凝 胶 DNA 回收 试剂 
盒 ( 天 根 生 物 技 术 有 限 公 司 , 北京 ) 进行 DNA 回收 。 
回收 后 的 DNA 产物 连接 至 pCEM-T easy 载体 
(Promega 公司 ) E, 转化 后 挑 单元 隆 测序 。 

基于 反问 PCR 获得 的 piggyBac 类 转 座 子 的 
ITRs, 设计 ITR-PCR 引物 ,引物 为 CsulTR: 5’- 
TTAACCCTTAAATGCAT-3', ITR-PCR 的 反应 条 件 
H: SCHAFFE 3 min; 98°C 变性 10 s, 509C 退火 
15 s, 72°C 延伸 2 min 30 s, 进行 30 个 循环 ; 最 后 
72% 延伸 10 min, ITR-PCR 所 用 的 聚合 酶 为 
TaKaRa 公司 的 PrimeSTAR HS DNA Polymerase。 


ITR-PCR 的 产物 回收 后 也 同样 进行 连接 、 转 化 和 
测序 。 
1.5 二 化 晶体 内 piggyBac 类 转 座 子 序列 的 分 析 

测序 结果 在 NCBI 数据 库 ( http://www. nobi. 
nlm. nih. gov/blast/ ) 中 利用 BLAST 工具 进行 核酸 序 
列 同 源 搜索 比 对 , 并 利用 NCBI 数据 库 中 的 ORF 
Finder 工具 (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/ 
gorf. html) 分 析 序 列 的 潜在 ORF。 利 用 CLUSTALX 
BREE aD Fall OT RRA A eB] ETI Ze E B 
分 析 。 

利用 MEGA 4 软件 (Tamura et al., 2007) 对 已 
报道 的 相关 转 座 酶 序列 进行 分 子 系统 进化 分 析 , 采 
用 邻接 法 (neighbor-joining，NJ)5 000 次 重复 构建 分 
子 系统 进化 树 。 利 用 在 线 工 具 PSORT II (http:// 
psort. nibb. ac. jp/form2. html) 预测 CsuPLE 转 座 酶 
的 核定 位 信号 (nuclear localization signal, NLS) 。 
1.6 不 同 二 化 晶 地 理 种 群 中 的 piggyBac 类 转 座 子 
调查 分 析 

基于 ITR-PCR, 利用 高 保 真 Taq 酶 在 不 同 二 化 
坚 地 理 种 群 中 进行 piggyBac 类 转 座 子 的 克隆 ,对 所 
有 克隆 获得 的 该 类 piggyBac 转 座 子 序列 进行 多 重 
比 对 分 析 。 多 重 比 对 分 析 所 用 软件 为 CLUSTALX, 
每 个 地 理 种 群 样本 至 少 挑 取 10 个 单 克 隆 进 行 测序 
检测 。 在 每 个 地 理 种 群 中 , 随机 挑选 30 个 个 体 , 分 
别提 取 基 因 组 DNA, 然后 每 个 个 体 的 基因 组 DNA 
样本 取 3 pL 混合 成 一 份 , 作为 ITR-PCR 的 模板 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ZIE CsuPLE 转 座 子 的 序列 结构 与 特征 

通过 I-PCR 以 及 ITR-PCR E, MALER 
组 中 克隆 获得 一 条 具有 完整 结构 的 piggyBac 类 转 
座 子 序列 ,命名 为 CsuPLE ( GenBank 登录 号 为 
JX392388) , CsuPLE 全 长 2 537 bp, 包含 一 个 长 
1 914 bp 的 完整 ORF， 编 码 含 637 MARIRE H 
转 座 酶 ， 转 座 酶 中 含有 piggyBac 家 族 保 守 的 “DDD- 
domain ”结构 ; CsuPLE 具有 完全 对 称 的 13 bp RA] 
末端 重复 序列 (ITRs) 以 及 非 完 全 对 称 的 21 bp 内 部 
重复 序列 (IRs); 在 基因 组 上 插入 在 特征 性 的 
“TTAA” 轰 位 点 重复 处 (图 1)。 
2.2 二 化 昌 CsuPLE 转 座 子 的 序列 分 析 

利用 CLUSTALX 软件 对 二 化 坚 CsuPLE 转 座 子 
的 核酸 序列 与 其 他 物种 中 发 现 的 具有 完整 序列 结构 
的 piggyBac 类 转 座 子 核酸 序列 进行 多 重 比 对 ,同时 
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表 1 CsuPLE 与 其 他 piggyBac 转 座 子 核酸 序列 的 遗传 距离 及 相似 性 ( %) 


Table 1 The genetic distance and similarities ( 6) between CsuPLE and other piggyBac transposons 


1 2 3 
1 CsuPLE 34 34 
2 AyPLE1. 1 1.1980 92 
3 HaPLE1 1.2112 0. 0702 
4 PgPLE1 1.2436 0.7873 0. 8067 
5 IFP2 1. 2843 0. 5359 0. 5442 
6 HvPLE1 1. 3068 1. 0643 1.0819 
7 AaPLET. 1 1. 3079 0. 3079 0. 3054 
8 AgoPLE1. 1 1. 3828 1. 1376 1. 1374 


4 5 6 7 8 
36 33 33 32 33 
44 60 38 73 35 
43 59 38 73 36 
41 39 44 38 
0. 8700 37 58 36 
1.0070 1. 1242 36 42 
0.7823 0.5763 1. 1337 35 
1.1127 1.1114 0.8801 1.1719 


各 转 座 子 的 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin and the GenBank accession numbers of transposase sequences; AyPLE1. 1; 小 地 老虎 Agrotis ypsilon, 
GU477714; HaPLEl: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera, ABS18391; PgPLEl:; $B £r 4 Œ Pectinophora gossypiella, GU270322; IFP2: X £x x R 
Trichoplusia ni, AAA87375; HvPLE1: KA 2F X $R Heliothis virescene, ABD76335; AaPLE. 1: 48 £X 1X IR Argyrogramma agnate, GU477713; 
AgoPLEl.1:; #3 Aphis gossypii, GU329918. 表 中 对 角 线 以 上 数据 为 相似 性 ,对 角 线 以 下 数据 为 遗传 距离 。The data above the diagonal are the 


similarities between CsuPLE and other piggyBac transposons, while those below the diagonal are the genetic distance. 


利用 MEGAS 软件 计算 序列 之 间 的 遗传 距离 以 及 利 
用 GeneDoc 软件 计算 序列 间 的 相似 性 。 结 果 显 示 
CsuPLE 与 其 他 物种 体内 的 piggyBac 类 转 座 子 序列 
具有 和 较 远 的 遗传 距离 ， 且 相似 性 也 较 低 ( 表 1)。 

对 已 报道 的 piggyBac 转 座 子 家 族 中 的 27 个 具 
有 完整 结构 的 转 座 酶 序列 以 NJ 法 构建 分 子 系统 进 
化 树 分 析 结 果 显 示 , 所 有 从 鳞 翅 目 昆 虫 体内 发 现 的 
piggyBac ER FERRE 5c (E 2: A 区 域 ), 而 本 
文 报道 的 CsuPLE 与 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 体内 发 现 的 
piggyBac 转 座 子 在 进化 关系 上 相 隅 较 远 ， 且 与 玻璃 
7-8 Ciona intestinalis 体内 发 现 的 piggyBac 转 座 子 
HE gà — x 2: 方 框 标注 )。DmeCG9839 和 
DmeCG13151 都 是 在 果 蝇 体内 发 现 的 piggyBac 转 座 
T, 但 它们 在 进化 关系 上 距离 较 远 , 同样 的 现象 在 
办 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae 和 人 的 piggyBac 转 座 
子 中 也 存在 。 
2.3 不 同 二 化 晨 地 理 种 群 中 CsuPLE 转 座 子 的 调 
查分 析 

基于 ITR-PCR, 利用 高 保 真 酶 元 隆 10 个 地 理 
种 群 的 CsuPLE 转 座 子 的 全 长 序列 。 每 个 地 理 种 群 
的 二 化 蝶 中 均 元 隆 得 到 了 具有 完整 序列 结构 的 
CsuPLE 转 座 子 找 贝 , 但 在 有 些 地 理 种 群 中 还 克隆 
到 了 序列 发 生 较 小 变异 的 CsuPLE RETN, & 
序列 的 相关 信息 如 表 2, 序列 间 的 多 重 比 对 结果 上 略 ， 
多 重 比 对 结果 中 有 差异 的 碱 基 序 列 依次 单独 列 出 
(图 3)。 多 重 比 对 结果 表明 ，CsuPLE 转 座 子 在 不 
同 二 化 晨 种 群 中 发 生 了 很 小 的 变异 , 仅 有 个 别 碱 基 


的 插入 、 缺失 或 替换 。 
3 讨论 


利用 ITR-PCR, 在 所 有 二 化 坚 种 群 中 共 克 隆 得 
到 17 WWI CsuPLE Fe REFS, 但 其 中 10 份 
$5 I ( CsuPLE-CCO1, CswPLE-YZO1, CsuPLE-TCOI , 
CsuPLE-YXO1, CsuPLE-JZ02, CsuPLE-DYO1, CsuPLE- 
SY01, CsuPLE-YSO1, CsuPLE-GX01 和 CsuPLE- 
GN02 ) ÆI 10 个 不 同 地 理 种 群 中 是 完全 一 致 
HJ, 故 判 断 为 同一 份 拷贝 , AAT 份 是 不 同 的 ,这 
TE. 通过 ITR-PCR 在 二 化 晓 基 因 组 中 总 共 获 得 8 份 
CsuPLE 转 座 子 的 拷贝 。 这 表明 ITR-PCR 是 发 气 完 
整 转 座 子 序列 的 有 效 方法 。 理 论 上 , 在 宿主 基因 组 
中 只 要 具有 完整 ITR 序列 的 转 座 子 , 利用 相应 的 
ITR-PCR 都 可 以 将 其 克隆 出 来 。 因 此 ,利用 ITR- 
PCR, 可 以 快速 地 在 各 种 生物 中 第 查 发 据 转 座 子 。 
当然 , 对 于 那些 ITR 序列 不 完整 的 转 座 子 , 是 无 法 
通过 ITR-PCR 来 获得 的 。 

所 获得 的 这 8 份 转 座 子 拷贝 中 , 在 核酸 水 平 上 
相互 之 间 具 有 97% 以 上 的 相似 性 , 序列 之 间 仪 有 少 
数 碱 基 发 生 了 变异 (或 缺失 或 插 人 或 转换 或 题 换 ) 。 
此 外 , 这 些 拷贝 大 部 分 都 具有 完整 的 ORF 序列 , 上 暗 
示 它 们 可 能 仍 具 有 自主 的 转 座 活性 , 但 还 需要 通过 
实验 进一步 验证 其 活性 。 这 些 信 息 蜡 示 所 克隆 的 这 
8 份 CsuPLE 转 座 子 拷贝 是 由 同一 祖先 序列 分 化 而 
来 。 目 前 在 不 同 物种 中 所 报道 的 piggyBac 类 转 座 
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图 2 piggyBac 转 座 酶 序列 的 分 子 系统 进化 树 分 析 
Fig. 2 Phylogenetic tree analysis of the piggyBac transposase sequences 
各 转 座 子 的 来 源 The origin of the transposase sequences: AyPLE1. 1: 小 地 老虎 Agrotis ypsilon; HaPLE1 ; 34% Helicoverpa armigera; AaPLE. 1; 银 
ZUR Argyrogramma agnata; IFP2; SAX Trichoplusia ni; McrPLE; REER X Macdunnoughia crassisigna; PgPLE1: #§ 204 Œ, Pectinophora 


gossypiella; HvPLEl:; WFR Wk Heliothis virescene; AgoPLEl. 1; fW 
AgaPBD3: X| LE EFE EXA Anopheles gambiae; DmeCG9839 , DmeCG13151 


Aphis gossypii; BmoYabusame-1; 346% Bombyx mori; AgaPBD1, AgaPBD2, 
. HUS Ru Drosophila melanogaster; ApiPBD-4 ; jx Acyrthosiphon pisum; 


TcPLEl:; DRIVE Tribolium castaneum; HsaPGBD1, HsaPGBD2, HsaPGBD3, HsaPGBD4, HsaPGBD5; 人 Homo sapiens; Uribo2; Jf Xenopus 
( Silurana) tropicalis; CinPBD-A; 1% 34 YE Sij. Ciona intestinalis; DpuPokey5: 7K 3% Daphnia pulicaria; RnoPGBD2: $5 % BR Rattus norvegicus; 
MmuPGBD5 ; 小 也 Mus musculus. 括号 内 是 GenBank 登录 号 。The GenBank accession numbers are in brackets. 


子 拷贝 均 不 超过 20 (Wang et al., 2006; Zimowska 
and Handler, 2006; Sun et al., 2008; Wu et al., 
2008, 2011; Luo et al., 2011) ， 所 克隆 的 二 化 量 
CsuPLE 转 座 子 拷贝 数 也 只 有 8 fr, 这 可 能 是 因为 


TEEN S AURTE piggyBac 类 转 座 子 的 扩 增 与 增 
殖 , 使 其 保持 较 低 的 拷贝 数 ， 从 而 降低 序列 相似 的 
同 源 转 座 子 发 生 异 位 重组 的 可 能 性 , 由 此 减轻 对 箱 
主 的 危害 (王建 军 等 , 2009)。 
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ORF 序列 由 于 序列 突变 而 变 得 不 完整 (Luo et al., 
2011), fEz EAE Pachygrapsus marmoratus 中 
克隆 得 到 9 条 mariner ŽW AT (MLE, mariner-like 
element) 序 列 拷贝 ,相互 之 间 具 有 很 高 的 相似 性 ， 
但 大 部 分 拷贝 的 ORF 序列 也 变 得 不 完整 ,也 就 丧 
失 了 目 主 的 转 座 活性 (Bui et al., 2007), AMA BI 
克隆 的 8 fy AE piggyBac 类 似 因 于 序列 拷贝 , 有 
5 份 拷贝 的 ORF 序列 丧失 了 完整 性 , 这 一 情况 表明 
WIER) piggyBac 类 转 座 子 很 可 能 受到 牡 主 的 调 
控 并 逐渐 丧失 了 目 身 的 完整 性 。 

转 座 子 是 宿主 进化 的 重要 内 在 条 件 之 一 ， 转 座 
子 能 够 通过 改变 宿主 的 基因 组 进而 提高 宿主 的 进化 
适应 能 力 ( Kazazian, 2004; Bohne et al., 2008; 
Oliver and Greene, 2009) 。 在 某 些 特殊 情况 下 , Ta 
主 能 够 让 转 座 子 发 生 转 座 , 从 而 使 笨 主 提高 自身 的 
环境 适应 能 力 , 因此 宿主 体内 保留 具有 潜在 活性 的 
转 座 子 对 于 笨 主 具有 重要 的 生物 学 意义 
( Beguiristain et al., 2001) 。 本 研究 从 10 个 不 同 地 
理 种 群 的 二 化 蜡 体 内 均 殉 隆 到 了 具有 完整 序列 结构 
的 CsuPLE 转 座 子 拷贝 , H. ORF 序列 完整 ,暗示 具 
有 潜在 活性 的 CsuPLE 转 座 子 可 能 对 二 化 坚 具 有 重 
要 的 生物 学 功能 , 但 需要 更 深入 的 研究 。 

通过 多 重 序列 比 对 分 析 ， 二 化 坚 的 CsuPLE 转 
座 子 序列 与 其 他 具有 完整 序列 结构 的 piggyBac 转 
座 子 家 族 成 员 在 核酸 水 平 上 只 有 30% 多 的 相似 性 ， 
在 遗传 距离 上 也 相差 较 远 ( 表 1)。 男 外 ,从 基于 
piggyBac 转 座 酶 所 构建 的 分 子 系统 进化 树 可 以 看 
出 , 二 化 蝶 CsuPLE 转 座 酶 与 低 等 生物 玻璃 海 闽 的 
piggyBac 转 座 酶 被 聚 在 了 同一 文 上 ， 同 时 CsuPLE 
转 座 酶 与 其 他 绝 大 部 分 昆虫 的 piggyBac 转 座 酶 在 
进化 距离 上 相隔 较 远 , 这 暗示 转 座 子 在 不 同 物种 之 
间 可 能 存在 水 平 转移 的 现象 。 

基于 piggyBac 转 座 子 家 族 成 员 IFP2 开发 的 转 
基因 载体 是 目前 使 用 最 为 广泛 的 工具 载体 之 一 。 当 
利用 基于 转 座 子 开发 的 工具 载体 进行 转基因 操作 
时 , 为 了 能 获得 稳定 的 转基因 品系 则 需要 所 使 用 的 
转 座 子 具 有 较 高 的 稳定 性 和 较 高 的 转 座 效率 。 然 而 
有 人 研究 报道 显示 , 外 源 的 转 座 酶 会 与 内 源 的 转 座 子 
发 生 交 互 转 座 (cross-mobilization ) 或 者 内 源 性 的 转 
座 子 能 够 抑制 外 源 转 座 酶 的 转 座 活 性 ( Atkinson et 
al., 1993; Sundararajan et al.，1999 )。 因 此 ， 当 需 
要 利用 基于 转 座 子 开发 的 转基因 工具 载体 对 某 种 生 
物 进 行 转基因 操作 时 ,必须 首先 要 了 解 所 研究 的 这 
种 生物 体内 是 否 存在 与 转基因 工具 载体 相似 的 内 源 


性 转 座 子 序列 。 本 文 发 现 二 化 旦 体内 存在 着 
CsuPLE 转 座 子 序列 ,该 研究 结果 对 于 开展 二 化 旦 
的 转基因 研究 工作 具有 重要 的 指导 意义 。 
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